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摘要 :采用 GC-MS 技术 鉴定 水 培 烟草 Burley 及 K326 在 幼苗 期 不 同 生长 阶段 的 根系 分 泌 物 ;并 用 不 同 浓度 邻 茶 二 甲酸 二 丁 酯 
(DBP) 、 邻 茶 二 甲酸 二 蜡 辛 酯 ( DIOP ) 28 COE TE CUBE A d ,研究 其 根系 抗 氧 化 性 能 变化 。 结 果 如 下 :(1) Burley 根系 分 泌 物 
主要 有 3 类 化 合 物 ,其 中 自 毒 物质 邻 茶 二 甲酸 酯 (PAEs) 在 二 叶 龄 期 .四 叶 龄 期 ,六 叶 龄 期 的 相对 含量 分 别 为 7.6% 0.3% ,未 检 
出 ;而 K326 根系 分 泌 物 主要 有 9 类 化 合 物 ,PAEs 在 二 叶 龄 期 \ 四 叶 龄 期 .六 叶 龄 期 的 相对 含量 分 别 为 35.6%、51.3%、2.2%。 
(2) 浓 度 高 于 0.1 mmol/L 的 PAEs 使 根 中 超 氧 阴离子 自由 基 产 生 的 速率 显著 (P<0.05) 增 加 ; 随 着 DIOP 及 DBP 浓度 的 增加 , 超 
氧化 物 歧化 酶 .过 氧化 氧 酶 活性 增加 ,在 0.5 mmol/L 时 达到 最 大 ,然后 随 着 处 理 浓度 的 增加 而 下 降 。 丙 二 醛 的 浓度 随 着 这 两 种 
PAEs 处 理 浓度 的 增加 而 增 大 。 结 果 表 明 :烟草 根系 分 泌 的 自 毒物 质 PAEs 达到 0.5 mmol/L 时 ,能 降低 根系 的 抗 氧 化 性 能 ,造成 
根 尖 细胞 膜 系 统 的 氧化 损伤 ,引起 根 吸收 功能 等 一 系列 生理 生化 变化 ,并 最 终 表 现 出 自 毒 作用 。 
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Abstract: Root exudates of two varieties ( Burley and K326) of tobacco seedlings cultured in a hydroponic medium were 
collected, and identified using gas chromatography-mass spectrometry ( GC-MS ). Further, the effects of different 
concentrations of dibutyl phthalate ( DBP) and diisooctyl phthalate ( DIOP ) on root antioxidant capacity were assessed 
using pot culture experiments. The results revealed three main compounds in Burley root exudates. The relative content of 
autotoxin phthalate esters ( PAEs) at the two-, four-, and six-leaf stages were 7.6% , 0.396 , and not detected, respectively. 
However, there were nine main compounds in K326 root exudates. The relative PAE content at the two-, four-, and six-leaf 
stages were 35.696 , 51.396, and 2.296 , respectively. PAEs such as DIOP and DBP were identified as the major autotoxins 


in root exudates of both tobacco seedlings. The rate of superoxide anion radical generation in roots significantly increased at 
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concentrations greater than 0.1 mmol/L DIOP and DBP ( P < 0.05). Both superoxide dismutase and catalase activities 
increased with increasing DIOP concentrations, with a peak at 0.5 mmol/L, and subsequently decreased at higher 
concentrations. Accumulated malondialdehyde concentrations increased with increasing DIOP and DBP concentrations, and 
the magnitude of malondialdehyde content was DIOP > DBP which indicated the order of their toxic effect. Finally, our 
findings also revealed that when PAEs reached 0.5 mmol/L, they decreased the antioxidant capacity of the root system, 
initiated oxidative damage of the root cell membrane system, and caused a further decrease in root absorption and mineral 


metabolism, and thereby led to autotoxicity in the tobacco plants. 
Key Words: tobacco; root exudates; autotoxins; antioxidant enzyme activity 


烟草 ( Nicotiana tabacum L.) J&& T Jii fo (Solanaceae ) ,烟草 属 (Nicotiana ) 植物 ,是 我 国 重 要 的 经 济 作 物 之 
一 。 但 随 着 耕地 面积 减少 ,加 之 种 植 制度 .经济 效益 等 因素 影响 ,我 国 烟草 连作 问题 相当 突出 。 烟 草 长 期 连 
作 , 其 根系 分 泌 的 某 些 物质 在 土壤 中 累积 到 一 定 浓度 时 ,会 对 作物 本 身 产生 毒害 "|, 这 就 是 烟草 的 自 毒 作 
用 。 自 毒 作用 直接 危害 植株 正常 的 生长 发 育 ,使 烟叶 产量 及 品质 下 降 *” ,是 烟草 产生 连作 障碍 的 主要 原因 
L= 

植物 的 自 毒 作用 通常 发 生 在 幼苗 阶段 ,因为 幼苗 很 脆弱 ,容易 受到 自 毒物 质 的 影响 AA, EEA 
植物 自 毒 作用 的 文献 较 少 :Jia 等 中 研究 了 连作 烟草 产生 的 自 毒 物质 对 种 子 活力 幼苗 根系 活力 .根系 的 长 度 
及 数量 .幼苗 高 度 及 生物 量 的 影响 。Sun 等 ' 研究 了 番茄 的 自 毒物 质 对 其 生长 . 抗 氧化 酶 活力 及 光合 作用 的 
影响 。 刘 苹 等 中 研究 结果 显示 , 当 土 壤 中 自 毒 物质 长 链 脂肪 酸 含量 达到 一 定 浓度 时 ,对 花生 植株 的 生长 和 土 
壤 酶 活性 能 产生 显著 地 抑制 作用 。 郭 亚 利 等 中 研究 表明 ,烟草 根系 分 泌 物 能 显著 降低 其 幼苗 根系 活力 及 对 
营养 元 素 的 吸收 , 且 分 泌 物 的 不 同 组 分 的 抑制 效应 存在 显著 差异 ,推测 烟草 根系 分 泌 物 中 含有 多 种 自 毒 物质 。 
Yeasmin 等 "| 在 连续 移 裁 系统 中 以 不 同 轮 作 方式 培养 两 种 芦 算 (Asparagus officinalis L.) ,发 现 所 产生 的 自 毒 
物质 (草酸 、 政 珀 酸 和 酒石酸 等 ) 对 芦 舞 根 和 芽 的 生长 及 营养 物质 (PN 、K、Ca、Mg) 的 吸收 产生 不 同 程 度 的 抑 
制作 用 。 而 环境 中 的 pH 值 降低 更 易 使 根 细胞 膜 脂 受 到 伤害 "| ,Mazzoleni 等 '” 认为 植物 残 体 对 同 物种 的 抑 
制作 用 有 两 种 :一 种 是 由 残 体 腐 解 出 的 不 稳定 的 自 毒 物质 所 产生 的 非特 异性 抑制 , 另 一 种 是 由 残 体 的 DNA 发 
起 的 特异 性 抑制 。 但 烟草 幼苗 期 各 生长 阶段 自 毒 物质 的 分 泌 特 征 及 自 毒 机制 尚 不 明确 。 本 研究 拟 对 两 个 烟 
草 品 种 Burley 及 K326 幼苗 期 不 同 生 长 阶段 的 根系 分 泌 物 进行 分 离 鉴 定 , 并 研究 主要 自 毒 物质 对 土 培 烟 草根 
系 中 超 氧 阴离子 产生 的 速率 抗 氧化 酶 活性 、 脂 质 过 氧化 等 的 影响 ,从 生理 生化 方面 阐明 烟草 自 毒 作用 可 能 的 
生理 机 制 。 此 研究 将 对 深入 研究 烟草 根系 分 泌 物 中 自 毒 物质 的 作用 机 理 ,减弱 乃至 消除 烟草 的 自 毒 作用 等 方 
面具 有 重要 意义 。 


1 材料 与 方法 


11 供 试 植物 

烟草 Burley ftl K326 的 种 子 , 由 中 国 烟 草 总 公司 郑州 烟草 研究 院 提供 。 
1.2 ”幼苗 期 烟草 根系 分 泌 物 的 鉴定 
1.2.1 ”收集 根系 分 泌 物 

预 培养 烟草 Burley 及 K326 的 种 子 ,出芽 后 ,分 别 放 入 装 有 适量 无 琼脂 MS 培养 基 的 玻璃 培养 由 中 。 无 琼 
脂 MS 培养 基 成 分 为 : 

(1) 大 量 元 素 1.65 g NH,NO,,1.9 g KNO,,0.37 mg MgSO, . 7H,0,0.17 g KH,PO,,0.44 g CaCl, - 2H,0; 

(2) 微 量 元 素 22.3 mg MnSO, * 4H,0,0.83 mg KI,0.025 mg CuSO, - 5H,0,6.25 mg H, BO, ,0.025 mg 
CoCl - 6H,0,8.65 mg ZnSO, - 7H,0,0.25 mg Na, Mo0, - 2H,0; 
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Ekik 27.8 mg FeSO, - 7H,0,37.3 mg Na, EDTA; 

蔗糖 30 g 于 1 工 水 中 ,用 Tris 调节 pH 至 5.70, 高 压 灭 菌 20 min! , 

每 个 培养 下放 入 20 颗 ,每 种 烟草 设 3 个 平行 。 然 后 将 培养 下 放 和 22—26 C 、16 h 光照 /8 h 黑暗 的 光照 
培养 箱 中 ,每 天 更 换 1 次 培养 基 。 当 幼苗 生长 至 2 叶 龄 期 A 叶 龄 期 及 6 叶 龄 期 时 ,分 别 将 3 个 时 期 的 烟 苗 从 
培养 亚 中 的 培养 基 中 取出 ,冲洗 干净 后 , 放 入 去 离子 水 中 。 分 泌 24 h 后 再 将 烟 苗 放 回 培养 基 中 ,收集 含有 根 
系 分 泌 物 的 去 离子 水 。 

1.2.2 pH 值 测定 

采用 pH 值 测定 仪 (BPH-200D, 上海 益 伦 环境 科技 有 限 公 司 ) ,测定 收集 烟草 幼苗 各 叶 龄 期 根系 分 泌 物 
时 的 培养 基 pH 值 。 

1.2.3 测试 样品 的 制备 

取 50 mL 含有 烟草 幼苗 根系 分 泌 物 的 水 样 及 100 mL 正己 烷 , 倒 入 250 mL 分 液 漏斗 中 ,振荡 30 min, ff 
置 。 分 层 后 ,将 有 机 相通 过 装 有 无 水 硫酸 钠 的 玻璃 漏斗 , 接 入 旋转 燕 发 瓶 中 。 水 相 再 茜 取 1 次 ,有 机 相 转 入 旋 
转 菩 发 瓶 ,然后 于 45 水 浴 中 旋转 蒸发 至 干 ,正己 烷 定 容 至 2 mL, 过 0.22 um 滤 膜 ,经 硅烷 化 处 理 后 于 -20 
% 下 保存 待 测 。 

1.2.4 GC-MS 检测 

检测 仪器 :气质 联 用 仪 450GC-320MS( Bruker Daltonies Inc., USA), 

色谱 条 件 :DB-5MS 色谱 柱 ( Agilent 19091S-433, HP-5MS, 5% Phenyl Methyl Siloxane ,30 mx0.25 mmx 
0.25 hm ,美国 安捷伦 公司 ) ; 进 样 口 温度 250 C ;程序 升温 : 柱 温 70 名 保持 4 min, LA 5 C7 min 升温 至 130 C, 
保持 5 min ,再 以 10 ?C/min 升 至 250 % ,保持 1$ min; 质 谱 接 口 温 度 为 270 Y ; 载 气 为 He ,流速 为 1.0 mL/min, 

质谱 条 件 :EI 源 ,-70 eV ;扫描 范围 为 m/z 50—500 amu; 扫描 时 间 为 0.5 s; 离 子 源 温度 为 200 % ;四 级 杆 
温度 为 150 C ;传输 线 温度 220 C, 

进 样 方式 ;不 分 流 进 样 , 进 样 量 为 1 pL。 

与 标准 质谱 谱 库 Wiley 7n.L 及 NIST 05.L HEX} ,确定 各 种 化 合 物 ,采用 面积 归 一 化 法 (JYAT003 一 1996) 计 
算 其 相对 含量 。 
1.3” 邻 茶 二 甲酸 酯 (PAEs) 对 烟草 根系 抗 氧化 酶 活性 的 影响 

将 6 片 真 叶 的 K326 幼苗 移 栽 至 直径 11 cm,1.5 工 的 瓦 命中 ,内 装 有 取 自 河南 省 郑州 市 郊 土壤 ( 表 1)。 每 
盆 中 移 栽 1 株 , 随 机 置 于 温室 中 :每 天 光照 16 h, 有 效 辐射 为 320 umol m ^s"! ,温度 范围 为 35 /25 C ( 层 / 
夜 ) ,相对 湿度 为 60%19 。 在 幼苗 正常 生长 后 ,每 星期 涛 100 mL 用 邻 茶 二 甲酸 二 丁 酯 (DBP) 、 邻 茶 二 甲酸 二 
异 辛 酯 (DIOP)( 优 级 纯 ,Aladdin 试剂 有 限 公 司 ,中国 上 海 ) 分 别 配制 0、0.01、0.1、0.5、1.0.5.0 mmol/L 及 10.0 
mmol/L 6 个 浓度 梯度 溶液 ,浓度 参照 烟草 连作 土壤 中 检测 的 浓度 设置 的 "中, 每 个 梯度 有 3 个 重复 ,连续 浇 5 
周 。 然 后 采集 植株 根系 , 洗 净 . 晾 干 后 备用 。 


R1 供 试 土壤 的 基本 理化 性 质 


Table 1 The basic physico-chemical properties of the soil sample 


总 有 机 C 总 N 总 了 有 效 了 AK 有 效 

pH Total organic C/ Total N/ Total P/ Available P/ Total K/ Available K/ 
(g/kg) (g/kg) (g/kg) (mg/kg) (g/kg) (mg/kg) 

7.04+0.08 20.33+0.78 2.63+0.16 0.96+0.11 8.66+0.67 18.2+0.91 96.72+1.06 


超 氧化 物 歧 化 酶 (SOD ,EC 1.15.1.1) 活性 测定 采用 氮 蓝 四 唑 法 (NBT) S ,以 抑制 NBT 光 化 还 原 的 50% 
为 1 个 SOD 活力 单位 (U) ,用 每 克 酶 制剂 所 具有 的 酶 活力 单位 数 (U/g) 表示 SOD 活性 大 小 ;过 氧化 氧 酶 
(CAT, EC 1.11.1.6) 活 性 采用 紫外 吸收 法 测定 ,以 1 min 内 0D240 减少 0.1 的 酶 量 为 1 个 酶 活力 单位 
(U); P3 -E(MDA ) 含 量 的 测定 参照 Heath 和 Packer 8771 ; 超 氧 阴离子 ( superoxide anion radical, +073) 
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产生 速率 可 以 用 羟 胺 氧化 法 测 得 "1。 
14 数据 分 析 

采用 SPSS 16.0 (SPSS Inc., Chicago, USA) 的 One-way ANOVA 分 析 不 同 处 理 之 间 的 差异 性 (P<0.05) 。 
同一 梯度 3 个 重复 ,用 于 计算 平均 值 和 标准 偏差 。 


2 结果 


24 根系 分 泌 物 的 鉴定 
2.1.1 Burley 幼苗 期 根系 分 泌 物 

Burley 幼苗 期 根系 分 泌 物 主 要 有 3 类 ( 表 2) 。 其 中 2 叶 龄 期 主要 分 泌 2 类 物质 

(1) 烷 烃 ;(2) BE PRN: 邻 茶 二 甲酸 二 异 丁 酯 ( DIBP ) 、 邻 茶 二 甲酸 3- 己基 异 TH 

Burley 4 叶 龄 期 主要 分 泌 3 类 物质 ;(1) 烷 烃 ;(2) 邻 茶 二 甲酸 酯 : ADAE — HRRRET AET-IS (3) 2- 甲 氧 基 
茶 酚 。 

Burley 6 叶 龄 期 主要 分 泌 2 类 物质 :(1) 烷烃 ;(2) 邻 茶 二 甲酸 酯 : 邻 茶 二 甲酸 4- 庚 基 异 丁 酯 。 


R2 Burley 幼苗 不 同 阶段 的 根系 分 泌 物 
Table 2 Root exudates at different stages of Burley seedling 
占 总 量 的 百分比 


幼苗 阶段 峰 保留 时 间 化 合 物 
Seedling stage Peak Retention time/min Percentage Chemical compound 
of total/ 96 
Burley 2 叶 龄 期 1 6,181 3.977 Dodecane 十 二 烷 
Burley two-leaf stage 2 23.868 4.753 邻 茶 二 甲酸 3- 己基 异 丁 酯 Phthalic acid, 3-hexyl isobutyl ester 
3 23 85 2.853 eum ( DIBP) 1, 2-Benzenedicarboxylie acid, bis 
4 26.617 ND 三 十 一 烷 Hentriacontane 
5 27.166 3.911 三 十 一 烷 Hentriacontane 
6 28.028 6.382 三 十 一 烷 Hentriacontane 
7 28.998 13.855 三 十 一 烷 Hentriacontane 
Burley 4 叶 龄 期 1 8.669 20.248 2- 甲 氧 基 茶 酚 2-methoxy-Phenol 
Burley four-leaf stage 2 23.226 0.346 三 十 一 烷 Hentriacontane 
3 23.876 0.257 42k — H Bg Se T 3E T- NS Phthalic acid ,isobuty nonyl ester 
4 22.065 0.141 3- 乙 基 -3- 甲 基 十 九 烷 3-Ethyl- 3-methylnonadecane 
5 24.306 0.405 3- 甲 基 十 一 烷 3-methyl-Undecane 
6 25.313 0.973 十 九 烷 Nonadecane 
7 26.266 2.126 二 十 四 烷 Tetracosane 
8 27.172 6.153 十 七 烷 Heptadecane 
9 28.041 7.764 二 十 四 烷 Tetracosane 
10 29.003 6.271 三 十 一 烷 Hentriacontane 
Burley 6 叶 龄 期 1 6.172 3.881 2,5,9- JE XS: 2,5 ,9-tnmethyl-Decane 
Burley six-leaf stage 2 23.852 ND 邻 葵 二 甲酸 4- 庚 基 异 丁 酯 Phthalic acid, 4-heptyl isobutyl ester 
3 26.242 2.385 三 十 一 烷 Hentriacontane 
4 27.158 16.182 正二 十 四 烷 Tetracosane 
5 28.027 30.8 二 十 八 烷 Octacosane 


ND: not detected 


2.4.2 K326 幼苗 期 根系 分 泌 物 

K326 幼苗 期 根系 分 泌 物 主要 有 9 类 ( 见 表 3) 。 其 中 ,2 叶 龄 期 根系 分 泌 物 中 主要 含有 7 类 物质 : (1) 烷 
烃 ;(2) PÆ PRHE: DIOP BE PREF DOP) 、. 邻 茶 二 甲酸 丁 基 环 己 酯 (BCHP) ;(3) 二 十 三 烧 
酸 甲 酯 ;(4) 十 二 烷 基 -三 茶 基 省 化 磷 ; (5) 1,4- 二 醇 , 2, 3- 二 甲 基 -5- 三 气 甲 基 茶 ; (6) 十 一 丁 基 亚 硫酸 酯 ; 
(7) 反 油 酸 - 广 基 二 甲 硅 基 脂 。 
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RI K326 幼苗 不 同 阶段 的 根系 分 泌 物 
Table 3 Root exudates at different stages of K326 seedling 


幼苗 阶段 m 保留 时 间 占 总 量 的 百分比 化 合 物 
Seedling stage Peak neenon Percentage Chemical compound 
time/min of total/ 96 
XH E =j 
K326 2 时 的 ! 6m ND mine 2,2,410,12, 12 hama 735 Siehe) 
K326 two-leaf stage 2 23.2] 0.145 三 十 一 烷 Hentriacontane 
3 23.851 14.519 邻 茶 二 甲酸 二 异 辛 酯 Bis(2-ethylhexyl) phthalate ester ( DIOP) 
4 24.29 0.218 2,6,10,15- 四 甲 基 十 七 烷 Heptadecane,2,6,10,15-tetramethyl 
5 24.354 0.103 MEAM — 已 (BCHP) 1,2-Benzenedicarboxylic acid, 
6 25.297 0.454 三 十 一 烷 Hentriacontane 
7 26.251 1.205 三 十 一 烷 Hentriacontane 
二 烷 其 -三 茶 其 省 
8 20:916 d Mr ian NM bromide 
9 27.176 2.455 十 一 丁 基 亚 硫 酸 酯 Sulfurous acid , butyl undecyl ester 
10 28.028 0.54 二 十 四 烷 Tetracosane 
11 29.255 20.94 邻 茶 二 甲酸 二 正 辛 酶 ( DOP) Di-n-octyl phthalate ester 
is i ae corr ied 5- 三 气 甲 基 茶 Phen- 1, 4-diol, 2, 3- 
13 29.602 1.715 反 油 酸 -下 基 二 甲 奎 基 脂 Elaidie acid , benzyldimethylsilyl ester 
14 29 685 1.996 iiid He 2-HH 5 Ak FH Hg Tricosanoic acid, 2-methoxy- , 
K326 4 叶 龄 期 1 6.163 14.199 2,2- H AE XE or 2,2-Dimethyloctadecane 
XH E = j 
K326 fout-leaf stage * BH ND SCR P : e ; jo ; de dct z 2. e 
3 21.492 ND 柠檬 酸 三 乙 酯 Triethyl citrate 
ARAE 5-— aye 
ü 23:834 28:033 ETE NE ? bis( 2-methylpropyl) ester 
ARAE ^ TEES 
2 iid Sitio a ee butyl cyclohexyl ester 
6 24.843 19.678 邻 葵 二 甲酸 丁 基 庚 酯 Phthalic acid , butyl 2-heptyl ester 
K326 6 叶 龄 期 1 6.181 1.832 2,5- -PEA Nonane,2,5-dimethyl 
K326 six-leaf stage 2 23.204 ND 三 十 一 烷 Hentriacontane 
3 23.844 1.139 AA HERR T BS ( DBP) Di-sec-butyl phthalate ester 
4 24.284 1.561 Nonadecane 十 九 烷 
5 24.843 1.047 邻 葵 二 甲酸 丁 基 已 基本 Phthalic acid, butyl 3-hexyl ester 
6 25.292 3.499 十 一 丁 基 亚 硫 酸 酯 Sulfurous acid , butyl undecyl ester 
7 25.283 ND 三 十 一 烷 Hentriacontane 
8 26.255 8.203 三 十 一 烷 Hentriacontane 
9 27.134 20.129 三 十 一 烷 Hentriacontane 
10 28.023 31.508 Tetracosane 二 十 四 烷 
11 28.984 23.91 三 十 一 烷 Hentriacontane 
3i ND 2-H ILEN- 2, 4- — RH AEAEDE 


ND: not detected 


2-Nonadecanone 2 ,4-dinitrophenylhydrazine 


K326 4 叶 龄 期 根系 分 泌 物 中 主要 含有 3 类 物质 :(1) 烷烃 ;(2) 邻 茶 二 甲酸 酯 ; DIBP 、 邻 茶 二 甲酸 丁 基 环 


己 酯 、 邻 茶 二 甲酸 丁 基 庚 酯 ; (3) 柠檬 酸 三 乙 酯 。 


K326 6 叶 龄 期 主要 含有 4 类 物质 :(1) 烷烃 ;(2) 邻 葵 二 甲酸 酯 :DBP 、 邻 葵 二 甲酸 本 基 己基 酯 ;(3) 2- 十 
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九 烷 酮 -2 ,4- —RHAEARIE; (4) 十 一 丁 基 亚 硫 酸 酯 。 

常见 的 自 毒物 质 主 要 有 水 洲 性 有 机 酸 直 链 醇 脂肪 族 醋 与 酮 .简单 不 饱和 内 酯 长 链 脂肪 酸 与 多 类 CIE 
与 复合 柄 简单 酚 . 葵 甲 酸 及 其 衍生 物 肉桂 酸 及 其 衍生 物 . 香 豆 素 类 类 黄酮 AT .类 茧 及 省 类 化 合 物 .氨基 
酸 及 多 肽 .生物 碱 与 氰 醇 、 硫 化 物 与 芥子 油 背 、 味 叭 及 核 背 等 汪 2 E Burley 幼苗 期 根系 分 泌 物 中 具有 自 毒 
作用 的 是 邻 葵 二 甲酸 酯 及 二 甲 氧 基 茶 酚 。 邻 茶 二 甲酸 酯 在 二 叶 龄 期 及 四 叶 龄 期 所 占 的 比率 分 别 为 7.6% 及 
0.3% ,而 在 六 叶 龄 期 未 检 出 邻 茶 二 甲酸 酯 。 在 K326 幼苗 期 根系 分 泌 物 中 具有 自 毒 作用 的 是 邻 葵 二 甲酸 酯 ， 
分 别 在 二 叶 龄 期 四 叶 龄 期 .六 叶 龄 期 所 占 的 比率 为 33.6% .51.3% .2.2% 。 具 有 潜在 自 毒 作用 的 是 烷 酸 酯 、 柠 
檬 酸 三 乙 酯 等 。 
2.2. ”烟草 幼苗 不 同 叶 龄 期 培养 基 pH fH 

烟草 幼苗 不 同 叶 龄 期 培养 基 pH 值 如 表 4。 本 试验 用 于 培养 烟草 幼苗 的 MS 无 琼脂 培养 基 pH 为 5.70。 
Burley 5j K326 两 种 烟草 幼苗 各 个 叶 龄 期 培养 基 的 pH 值 都 比 培养 前 低 。 两 种 烟草 幼苗 随 着 叶 龄 期 的 增加 ， 
培养 基 的 pH 值 升 高 ,但 都 比 培养 前 低 。 


表 4 Burley 5 K326 幼苗 不 同 叶 龄 期 培养 基 的 pH 值 
Table 4 pH values in the mediums of Burley and K326 in different seedlings stages 


类 别 Burley k326 
— 叶 龄 期 二 叶 龄 期 四 叶 龄 期 六 叶 龄 期 二 叶 龄 期 四 叶 龄 期 六 叶 龄 期 
Leaf stage Two-leaf stage Four-leaf stage Six-leaf stage Two-leaf stage Four-leaf stage Six-leaf stage 
培养 基 pH 
HAE pH fB 2.57x0.32b 2.66x0.17b 3.32x0.19a 2.53x0.09c 2.92x0.11b 3.57x0.22a 


pH values in the mediums 


表 中 不 同 字母 表示 烟草 幼苗 不 同 叶 龄 期 培养 基 pH 值 在 P<0.05 水 平 上 差异 显著 ,数据 为 平均 值 + 标准 差 (n=3) 


2.3 ”两 种 肽 酸 酯 对 烟草 根系 抗 氧化 活性 的 影响 
2.3.1 两 种 肽 酸 酯 对 0; 产生 速率 的 影响 

随 着 处 理 浓度 的 提高 ,两 种 肽 酸 酯 对 烟草 根系 0; 产生 速率 都 起 着 显著 (P<0.05 ) 的 促进 作用 (图 1) , 相 
比 两 种 处 理 影响 ,DBP>DIOP。 两 种 试剂 处 理 对 .0; 产 生 速 率 的 影响 有 显著 性 差异 (P<0.05)。 
2.3.0 ”两 种 肽 酸 酯 对 SOD 活性 的 影响 

烟草 根系 SOD 活性 随 着 DBP 浓度 的 增加 而 升 高 。 而 SOD 活性 随 着 DIOP 浓度 的 增加 分 别 在 0.5 mmol/L 
时 达到 最 大 ,然后 随 着 DIOP 浓度 的 增 大 而 降低 (图 2) 。 两 种 试剂 处 理 对 SOD 活性 影响 有 显著 性 差异 (P< 
0.05), 
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图 1 两 种 肽 酸 酯 对 烟草 根系 .0; 产 生 速率 的 影响 图 2 两 种 肽 酸 酯 对 烟草 根系 中 SOD 活性 的 影响 


Fig.l Effects of two phthalate esters on rates of .O; generation in Fig. 2 Effect of two phthalate esters on SOD activity in 


tobacco roots tobacco roots 


图 中 不 同 字母 表示 相同 处 理 不 同 PAE 浓度 在 P<0.05 水 平 上 差异 显 。 。 因 中 个 同 字母 表 未 相同 处 理 个 同 PAFE 浓度 在 P«0.05 CF E2855 i 


车, 数据 为 平均 值 + 标准 差 (n=3) ;DBP: 邻 茶 二 甲酸 二 丁 酯 dibutyl 。” 蕾 , 效 据 为 平均 值 标 准 差 (n=3) ;DBP: 邻 茶 二 甲酸 二 丁 酯 dibutyl 


. ARAE 5— azie qu ; 
phthalate ; DIOP : AA HS SEHR diisooctyl phthalate phthalate ; DIOP ; 4[2& — FR —5r 3 diisooctyl phthalate 
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2.3.3 ”两 种 肽 酸 酯 对 CAT 活性 的 影响 

烟草 根系 CAT 活性 随 着 DIOP 浓度 的 增加 而 急剧 升 高 。 可 是 , 随 着 DBP 浓度 的 增加 ,CAT 的 活性 在 0.5 
mmol/L 时 达到 最 大 ,然后 下 降 至 与 对 照相 似 的 水 平 ( 图 3) 。 两 种 试剂 处 理 对 CAT 活性 影响 有 显著 性 差异 
(P«0.05) 。 
2.3.4. 两 种 肽 酸 酯 对 烟草 根系 MDA 含量 的 影响 
通常 以 MDA 浓度 表示 脂 质 过 氧化 水 平 。 与 对 照相 比 ,两 种 试剂 处 理 的 6 个 浓度 都 能 引起 MDA 浓度 的 显 
著 变化 (P<0.05) ,MDA 浓度 随 着 处 理 浓度 的 提高 而 增 大 (图 4)。 这 和 0; 产生 速率 是 一 致 ,因为 随 着 处 理 浓 
度 的 增 大 , 0; 产 生 速 率 也 随 之 增 大 。 当 处理 浓度 大 于 0.5 mmol/L 时 , 0; 产生 速率 大 于 根系 抗 氧 化 防御 体 
系 的 清除 能 力 ,使 MDA 的 浓度 显著 (P<0.05) 增 加 。 相 比 两 种 试剂 处 理 对 MDA 浓度 的 影响 程度 , DIOP >DBP , 
但 无 显著 性 差异 (P<0.05)。 
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图 3 ”两 种 肘 酸 酯 对 烟草 根系 中 CAT 活性 的 影响 图 4 两 种 肽 酸 酯 对 烟草 根系 中 MDA 浓度 的 影响 


Fig.3 Effects of two phthalate esters on CAT activity in Fig.4 Effects of two phthalate esters on the concentration of MDA 


tobacco roots in tobacco roots 


图 中 不 同 字母 表示 相同 处 理 不 同 PAE 浓度 在 P<0.05 水 平 上 差异 显 。 ”图 中 个 同 字母 表示 相同 处 理 不 同 PAE 浓度 在 P<0.05 ICT E2551 S 
著 , 数 据 为 平均 值 z 标 准 差 (an=3) ;DBP (dibutyl phthalate) ; 邻 茶 二 ” 著 , 数 据 为 平均 值 + 标准 差 (n=3) ;DBP: 邻 茶 二 甲酸 二 丁 酯 dibutyl 
酸 二 丁 酯 ;DIOP ( diisooctyl phthalate) : 邻 菜 二 甲酸 二 异 辛 酯 phthalate : ;DIOP : 邻 茶 二 甲酸 二 异 辛 酯 diisooctyl phthalate 
3 讨论 


自 毒 作 用 是 个 体 间 为 了 利用 有 限 的 资源 而 进行 的 一 种 特殊 形式 的 种 内 竞争 ,结果 会 导致 竞争 个 体 适 合 度 
的 下 降 ,通常 表现 为 密度 制约 或 自 疏 现象 '”; 。 这 将 会 调解 种 群 数量 ,使 种 群 由 较 健 康 有 活 力 更 适合 周围 环 
境 、 避 人 免 种 内 竞争 的 较 大 个 体 组 成 ,这 样 的 种 群 有 利于 自然 选择 '"。 

自 毒 物质 主要 是 通过 挥发 . 淋 溶 根系 分 泌 及 残 体 腐 解 等 方式 向 环境 释放 “3] 。 而 根系 分 泌 物 是 根系 和 
土壤 进行 物质 能量 交换 的 重要 媒介 ,是 植物 产生 自 毒 物质 的 主要 来 源 之 一 ”1 。 植 物种 类 ,栽培 方式 及 生 
长 阶段 等 因素 能 够 影响 其 根系 分 泌 物 种 类 及 数量 的 变化 ”i 。Schumacher E 38 E3862. (Avena fatua) 1 
叶 龄 期 2 叶 龄 期 3 叶 龄 期 及 4- 叶 龄 期 幼苗 的 根系 分 泌 物 ,分 别 加 到 春小麦 (Triticum aestivum var. Fieldwin ) 
生长 的 培养 基 中 ,发 现 加 入 了 野 燕 麦 2 叶 龄 期 4- 叶 龄 期 的 分 泌 物 的 春小麦 ,其 根 和 叶 的 干 重 显 著 减 少 。 此 试 
验 表明 野 燕麦 在 2 叶 龄 期 及 4- 叶 龄 期 分 泌 的 毒性 物质 较 多 。Cieslifiski 等 研究 也 发 现 : 不 同 种 小 麦 ( Kyle 
和 Arcola) ,在 Sutherland , Waitville 及 Yorkton3 种 不 同 土壤 中 ,其 根系 分 泌 低 分 子 量 有 机 酸 的 量 不 尽 相 同 ,都 
存在 Yorkton<Waitville<Sutherland 的 规律 。 在 本 研究 中 ,水 培 烟草 Burley 和 K326 幼苗 不 同 叶 龄 期 根系 分 泌 
物种 类 及 相对 含量 也 是 不 同 的 , 且 都 在 2 叶 龄 期 种 类 最 丰富 ,所 分 泌 的 自 毒 物质 PAEs ,在 二 叶 龄 期 相对 含量 
也 最 高 ,并 随 着 幼苗 的 生长 呈现 逐渐 降低 的 趋势 ( 表 2, 表 3)。 

根系 分 泌 的 自 毒物 质 主要 通过 亲 丙 烷 代 谢 、 异 成 二 烯 代谢 及 生物 碱 合成 等 途径 产生 的 次 生 代谢 产物 。 
茶 甲 酸 及 其 衍生 物 是 常见 的 自 毒物 质 '”] 。 烟 草 幼苗 根系 所 分 泌 的 邻 茶 二 甲酸 酯 不 仅 具 有 自 毒 作用 ,同时 也 
是 环境 内 分 泌 干 扰 物 , 具有 激素 性 作用 '”1 。 当 自 毒 物质 达到 一 定 浓度 时 ,能 够 引起 根 细胞 各 种 生理 功能 的 
改变 , 包 括 活性 氧 (reactive oxygen species, ROS) 产生 速率 的 变化 。 在 胁迫 条 件 下 ,ROS 的 增加 是 共同 的 
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或 普遍 的 是 特征 :5 。 细 胞 的 ROS 4 种 形式 : -0; XS EL HAEC - OH) 、 了 0, 及 单线 态 氧 (0!:) 。 其 中 - a 
生物 体 中 第 一 个 生成 的 氧 自由 基 , 它 既 能 与 体内 的 活性 物质 直接 作用 ,又 能 经 过 一 系列 反应 转化 生成 ， 
H,0, .0! 等 其 它 的 氧 自 由 基 , 具 有 更 大 的 危害 性 29 。 FIDLE RAE VE M TRE T HEME PARS 
使 得 烟草 根 细胞 产生 .0; 的 速率 显著 (P<0.05) 增 加 (图 1) ; 3X 5j Papadakis 和 Roubelakis - Angelakis 研究 的 
ARR 

在 正常 的 生理 条 件 下 ,烟草 根系 产生 的 .0; 能 够 被 其 抗 氧化 防御 系统 有 效 清除 。 其 中 起 主要 作用 的 是 
SOD 和 CAT,SOD 能 清除 .0; 使 之 形成 H,0, ,而 H,0, 随 后 能 被 CAT 和 过 和 氧化 物 酶 转化 成 H,0'* 。SOD 是 细 
胞 防御 的 第 一 步 1, 是 抗 氧 化 防御 系统 的 关键 酶 .中 。CAT 是 细胞 胁迫 防御 必 不 可 少 的 ,能 够 移 除 大 量 的 HH, 
O, ,尤其 是 在 C; 植 物 中 "1 。 在 本 研究 中 , 随 着 自 毒 物质 PAEs 处 理 浓度 的 增加 ,烟草 幼苗 根系 中 SOD 和 CAT 
活性 逐渐 增强 ,但 在 高 浓度 下 又 急剧 下 降 ( 图 2,3) ,作物 脂 质 过 氧化 指标 的 MDA 含量 也 随 着 两 种 PAEs 处 理 
浓度 的 增 大 而 显著 (P<0.05 ) 增 大 (图 4)。 这 种 现象 的 原因 可 能 是 ;在 中 等 胁迫 下 烟草 根系 产生 的 0; 能够 被 
HB nip sem UG ABER TT 。 可 是 在 更 加 严重 的 胁迫 阶段 (>0.5 mmol/L) ,产生 速率 过 快 的 .0; 及 其 
产物 H,0, 能 使 根系 抗 氧 化 系统 的 清除 能 力 达到 饱和 ,过 量 的 .0; 和 H,0, 一 方面 能 进一步 使 酶 失 活 ! 乓 , 另 一 
方面 能 破坏 细胞 间 斑 基 ,使 存在 于 细胞 质 膜 内 磷脂 双 分 子 层 中 的 不 饱和 脂肪 酸 链 氧化 分 解 而 造成 质 膜 结构 的 
破坏 ,造成 根 尖 细胞 膜 系统 的 氧化 损伤 (产物 为 MDA) ,并 进一步 破坏 细胞 的 内 部 结构 (损伤 的 细胞 也 更 容易 
受到 有 害 细菌 的 侵 染 )!4] 。Ye 等 外 在 用 0.05 一 0.25 mmol/L 的 肉桂 酸 处 理 黄 瓜 幼 苗 作 用 后 也 发 现 :其 根系 
中 SOD 5 CAT 的 活性 ,MDA 5 H,0, 的 含量 及 .0; 的 产生 速率 随 着 肉桂 酸 的 浓度 增加 而 显著 增加 ,细胞 膜 质 
过 氧化 加 剧 , 进 而 黄瓜 贸 孢 喜 萎 薄 病 ( Fusarium wilt) IE T o 

值得 注意 的 是 ,本 试验 用 于 培养 烟草 幼苗 的 MS 无 琼脂 培养 基 pH 值 为 5.7。 在 培养 烟草 幼苗 过 程 中 ,pH 
值 普遍 降低 至 3.0 左右 ,而 且 随 着 幼苗 的 生长 .发育 ,pH 值 有 升 高 的 趋势 ( 表 4) 。 根 据 Yu 和 Matsui! 研究 结 
果 ,“ 黄 瓜 根 分 泌 物 中 的 芳香 酸 衍 生物 能 抑制 黄瓜 对 NOS. K* Mg 等 离子 的 吸收 ,pH 的 下 降 能 加 强 抑制 作 
用 ”, 可 以 推测 .烟草 的 自 毒 作用 可 能 是 由 于 其 根系 分 泌 的 具有 良好 的 亲 脂 性 的 PAEs 及 烟草 植物 生长 介质 下 
降 的 pH 值 等 因素 共同 促成 的 。 


4 结论 


烟草 Burley 及 K326 在 幼苗 期 的 不 同 叶 龄 期 根系 分 泌 物 的 种 类 及 相对 含量 是 不 同 的 ;Burley 幼苗 期 根系 
分 泌 物 主要 有 3 种 ,K326 幼苗 期 根系 分 泌 物 主 要 有 9 种 。 两 种 烟草 不 同 叶 龄 期 根系 分 泌 物 的 种 类 和 相对 含 
量 有 显著 性 差别 。 而 且 这 两 种 烟草 都 能 产生 自 毒 物质 PAEs ,及 潜在 自 毒 物质 烷 酸 酯 等 。 在 烟草 幼苗 在 生长 
过 程 中 ,所 产生 的 PAEs 的 相对 含量 逐渐 减少 。 

随 着 PAEs 处 理 浓度 的 增加 ,烟草 植物 根系 产生 .0; 的 速率 逐渐 增 大 ,SOD 和 CAT 活性 也 逐渐 增强 。 但 
OM NT Oso Mr dus 0; 的 速率 超过 自身 抗 氧化 系统 清除 能 力 , 造成 根 尖 细 胞 膜 系统 的 氧化 
损伤 ,从 而 使 细胞 质 膜 的 通 透 性 增加 、 离 子 渗 漏 增 大 ,造成 元 素 吸 收 的 失衡 等 一 系列 生理 生化 的 变化 ,并 最 终 
表现 出 烟草 的 自 毒 作用 。 
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